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論文内容の要旨
生命現象を担っている種々の蛋白質の機能は、その蛋白質に特有な立体構造に依存しており、その立体構造を形成
する情報はアミノ酸配列上にある。蛋白質の立体構造がアミノ酸配列によってどのように決定されるか(蛋白質立体
構造の構築原理)を明らかにする研究はポストゲノムの時代の重要な課題であるo そのためには蛋白質立体構造を維
持している疎水性相互作用、水素結合など種々の安定化因子の役割を定量的に理解する必要があるo しかしこれらの
因子をアミノ酸置換によって天然の蛋白質に導入したり削除した場合、必ずしも期待通りの安定性の変化を示さない
場合が多 L、。これは置換による影響が置換部位の構造上の特性や周りの環境によって微妙に変化するためであり、系
統的なアミノ酸置換蛋白質を用いて置換による構造変化と安定性変化を熱力学的に調べ、それらの間の相関を詳細に
検討することが必要である。
本研究ではまず、ヒトリゾチームの同じ分子内部であるが異なった環境上に位置する 2 カ所のIle 残基を一連のア
ミノ酸に置換した変異型16種を作製し、それらの変性の熱力学的パラメーターを熱測定によって、変異型の構造変化
をX線結晶構造解析によって調べた。その結果、水素結合の変化など様々な安定化因子の変化が観察できた。そこで、
これまで報告されているヒトリゾチーム分子内部変異型のデータを加え、立体構造から抽出される構造的特徴(溶媒
露出面積や水素結合距離など)で表される個々の安定化因子の寄与と、安定性変化を最小自乗法でフィットさせるこ
とにより、疎水性相互作用(埋もれた疎水性表面が 1 Â2増加すると約O.2kJ/mol の安定化)、水素結合( 1 本あた
り約 4-6 kJ/mol の安定化)、分子内水分子( 1 分子が分子内部に導入されると約 7 kJ/mol の不安定化)の寄与
を定量化できた。
次に分子表面の置換の影響を調べるため、ヒトリゾチームの同じ分子表面であるが異なった環境上にある 3 カ所の
Val 残基(それぞれ α-helix、 β-sheet、 loop 上に位置する)を一連のアミノ酸に置換した変異型29種を作製し、
同様に安定性と構造変化を調べた。その結果、疎水性相互作用は分子表面変異型でも同様の寄与をしていることや、
置換したアミノ酸の二次構造傾向性も安定化に寄与している(例えば Val から Ala の置換で α- helix では2.9kJ/
mol の安定化、 β-sheet では1.7kJ/mol の不安定化)ことがわかった。さらに分子表面をとりまく水和構造の寄
与(水素結合の形成は 1 本あたり約0.4-1.5kJ/ mol の安定化、水 1 分子の導入により約1.2kJ/mol の不安定化)
を定量化することができ、それらの寄与は分子内部の寄与に比べ小さかった。
最後にこれらヒトリゾチーム変異型から得られた安定化因子の寄与が、他の蛋白質でも適応できるかどうかを調べ
-221-
た。変異型の安定性と構造のデータが豊富である T4 リゾチーム変異型56種の報告データを用いた結果、 T4 リゾチー
ムにも同様に適応できることを確認した。
本研究では、蛋白質の分子内部、分子表面と様々な環境上に位置する部位で置換した系統的変異型を用いることに
よって、種々の安定化因子の寄与を定量的に求めることができた。この様な解析は蛋白質の安定性の原理を理解する
のに有用であり、蛋白質立体構造の構築原理の解明に貢献するものであるo
論文審査の結果の要旨
本論文は、ヒトリゾチームの系統的変異型を用いて、蛋白質の立体構造を保持している様々な因子について統一的
に定量化し、それらが他の蛋白質にも適用できることを明らかにした。更に本論文は、水和構造が蛋白質の安定性に
寄与することを実験的に示した最初の研究である。本論文は、蛋白質立体構造の構築原理の解明に大きく貢献するも
のであり、博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める。
